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Viruzide Desinfektionsmittel 

Die Erfindung betrifft die Verwendung von synergistischen Desinfektionsmittel- 
zusammensetzungen auf Basis von Aminen und/oder quartaren Ammoniumsalzen als 
viruzide Mittel, insbesondere gegen Polioviren. 

Es sind zahlreiche Desinfektions- und Konservierungsmittelzusammensetzungen auf Basis 
von Aminen und/oder quartaren Ammoniumsalzen bekannt. Diese weisen jedoch im 
allgemeinen, insbesondere bei boheren Verdiinnungen, eine unbeftiedigende Wirksamkeit 
gegen Pilze wie z. B. Aspergillus niger und Viren (insbesondere gegen hocbresistente 
Viren wie z. B. Polioviren) auf. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war daher die Bereitstellung von Desinfektionsmittel- 
zusammensetzungen auf Basis von Aminen und/oder quartaren Ammoniumsalzen, welcbe 
auch bei hoher Verdunnung eine gute Wirksamkeit gegen Pilze und insbesondere gegen 
Viren aufweisen. 

Erfindungsgemass wird diese Aufgabe durch die Verwendung nach Patentanspruch 1 
gelost. 

Die altere Anmeldung PCT/EP 01/10754 (publiziert als WO 02/23990 Al) beschreibt 
Desinfektionsmittelzusammensetzungen auf Basis von Aminen und/oder quartaren 
Ammoniumsalzen und Alkanolaminen und deren fungizide Eigenschaften. 
Es wurde nun ttberraschend gefunden, dass solche Desinfektionsmittelzusammensetzungen 
auch ausgepragte viruzide Eigenschaften und insbesondere auch eine gute Wirksamkeit 
gegen hocbresistente Viren wie Polioviren aufweisen. Ebenfalls wirksam sind sie gegen 
andere Picornaviren wie beispielsweise ECHO-Viren oder entsprechende tierpathogene 
Viren wie ECBO- Viren sowie gegen Parvoviren wie beispielsweise Canine Parvovirus. 

Die Zusammensetzungen umfassen Amine und/oder quartare Ammoniumsalze der 
allgemeinen Forme! 
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worin R 1 Ce-is-Alkyl, 

R 2 Benzyl oder C6-i8-Alkyl 

R 3 Cwg-Alkyl oder -[(CH 2 )2-0] n R 6 mitw= i" 20 

R 4 und R 5 unabhangig voneinander Ci-4-Alkyl 

R 6 Wasserstoff oder gegebenenfalls substituiertes Phenyl 

und A" ein einwertiges Anion oder ein Aquivalent eines mehrwertigen Anions einer 

anorganischen oder organischen Saure bedeutet; 

und wenigstens ein Alkanolamin der allgemeinen Formel 

HO-(CH 2 )-N^ 01). 

ICBycQtH 



worin n und, soweit vorhanden, m und o unabhangig voneinander den Wert 2 oder 3 
13 und x und y unabhangig voneinander den Wert 0 oder 1 haben, oder einexn entsprechenden 
Salz; imMassenverhaltnis I:H von 20:1 bis 1:20. 

Unter Alkyl sind bier und ixn folgenden jeweils lineare oder verzweigte Alkylgruppen der 
angegebenen Kohlenstof&ahlen zu verstehen, vorzugsweise jedooh lineare Alkylgruppen 
20 undbesondersbevorzugtsolchenutge^ 

sind hierunter auch die von natOrlichen Rohstoffen abgeleiteten Homologengemische wxe 
beispielsweise „Kokosalkyl" zu verstehen. 

Unter substituiertem Phenyl sind insbesondere mit einer oder mehreren C^-Alkylgruppen 
25 und/oder Chloratomen substituierte Phenylgruppen zu verstehen. 

Als Anion A" eignen sich grundsatzlich alle anorganischen oder organischen Anionen, 
insbesondere Halogenid wie beispielsweise Cblorid oder Bromid oder Anionen mednger 



_ "CT/EP03/00378 

WO 03/059062 





Caibonsauren wie beispielsweise Acetat, Propionat oder Lactat. 

Das Amin bzw. quartare Ammoniumsalz (bflb) ist vorzugsweise W-Bis(3-arninopropyl)- 
dodecylamin, ^-Bis(3-animopropyl)octylamin, ein Didecyl-dimethylarnmomumsalz, 

5 Dioctyl-dimethylammoniurnsalz, OctyWecyWimethylammoniumsalz, Dikokosalkyl-dr- 
memylammoniumsalz, Kokosalkyl^ e thyl-pol y (oxyemyl)ammouiumsalz, Dikokosalkyl- 
methyl-polyCoxyethy^ammoniumsalz, Decyl-dimethyl-poly(oxyemyl)arnmomurnsalz, 
iMdeoyl-methyl-polyCoxyethyOaimnomTjmsalz, Octyl-dimelhvl-polvCoxy^anmiomiun- 
salz, Dioctyl-memyl-polyCoxyethyOammoniumsalz, Kokosalkyl-dimethyl-benzyl- 

l0 ammoniumsalz, Ber^yl-dodecyl-dimethylammoniumsalz oder Benzyl-dimethyl-poly(oxy- 
ethyDammoniumsalz oder ein Gemisch von zweien oder mehreren dieser Verbmdunger, 
Besonders gnte Ergebnisse wurden mit Didecyl-dimethylammomumsalzen erzxelt. 

Als Alkanolamine (H) eignen sich grundsatzliche alle Ethanol- und Propylamine, 
15 insbesondere Monoethanolamin, Diethanolamin, Triethanolamin und 3-Amino-l-propanol. 
Es liegt selbstverstandlich auch im Rahmen der Erfindung, Gemische der genannten 
Verbindungen einzusetzen. Besonders gute Ergebnisse wurden mit den Verbindungen nut 
primarer Aminogruppe erhalten, namlich mit Monoethanolamin und 3-Amino-l-propanol. 

20 Das Massenverhaltnis von Amin (la) bzw. quartarem Ammoniumsalz (lb) zu Alkanolamin 
(II) liegt vorzugsweise im Bereich von 1:5 bis 5:1. 



Die erfindungsgemass verwendeten Desinfektionsmittelzusammensetzungen enthalten 
vorzugsweise Wasser als LSsungsmittel, gegebenenfalls in Kombination mit einem 
25 organischen LosungsmitteL 

Vorzugsweise enthalten die erfindungsgemass verwendeten Desinfektionsmittel- 
zusammensetzungen noch einen oder mehrere Hilfsstoffe aus der Gruppe bestehend aus 

ori 



isammenscizuiigcii uu^u vmwu 

:ganischen LSsungsmitteln, Tensiden, Komplexbildnern, Duftstoffen und Farbstoffen. 



30 



Bine bevorzugte Verwendung der Desinfektionsmittelzusammensetzungen ist die Fiachen- 
und Instrumentendesinfektion. 
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Weitere bevorzugte Verwendungsgebiete sind die Waschedesinfektion und die Hande- 
desinfektion. 



Eine weitere bevorzugte Verwendung der Desiiifektionsmittebaisaiiimensetzungen ist der 
5 Einsatz in chemischen Toiletten wie beispielsweise an Bord von Flugzeugen und 
Fahrzeugen. 

Die folgenden Beispiele verdeutlichen die Ausfiihrung der Erfindung, ohne dass darin eine 
Beschrankung auf die beschriebenen Ausfuhrungsformen zu sehen ist. Alle Mengen- 
10 angaben sind, soweit nicht anders angegeben, in Massen-%. Als Testkeim wurde jeweils 
Aspergillus niger ATCC 16404 eingesetzt Die Wirksamkeit wurde, soweit nichts anderes 
angegeben ist, nach dem in CEN 1275 spezifizierten Verfahren bestimmt. 



15 Beispiel 1 

Es wurde eine Desinfektionsreinigerformulierung (Konzentrat) hergestellt aus: 

5,0% Didecyldimethylammoruumchlorid (50%ige Losung) 
20 2,0% iV^-Bis(3-aminopropyl)dodecylamin 
5 ,0% Monoethanolamin 

5,0% Genapol® T250 (Talgfettalkoholpolyglycolether, 25 mol Ethylenoxid) 
0,5% Natriummetasilicat 
0,5% Natriumcarbonat 
25 2,0% Methylglycindiessigsavure-Trinatriiunsalz (Trilon® M; 40%ige Losung) 

Wasserad 100% 

Die Wirksamkeit wurde mit einer Verdunnung (1 Teil Konzentrat, 99 Teile Wasser) bei 
20 °C und 15 min Kontaktzeit bestimmt. Der dekadische Logarithmus der Keimzahl- 
30 reduktion war 4, 1 . 
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Vergleichsbeispiel 1 

Es wurde wie in Beispiel 1 verfahren, jedoch mit dem Unterschied, dass das Monoethanol- 
amin durch die gleiche Menge Wasser ersetzt wurde. Unter den gleichen Testbedingungen 
war die Formuliemng praktisch unwirksam. 

Beispiel 2 

Es wurde eine Desinfektionsmittelformulierung (Konzentrat) hergestellt aus: 

4,9% N,N-Bis(3-aminopropyl)dodecylamin 
4,0% Monoethanolamin 

2,0% Genapol® T250 (Talgfettalkoholpolyglycolether, 25 mol Ethylenoxid) 
5,0% Hostapur® SAS 30 (C 13-17 sekundare w-Alkansulfonsaure, Natxiumsalz) 
2,0% Ethylendiamintetraessigsaure-Tetranatriumsalz (40%ige Losung) 
0,7% Ethylendiamintetraessigsaure 
Wasser ad 100% 

Die Wirksamkeit wurde mit einer Verdunnung (1 Teil Konzentrat, 199 Teile Wasser) bei 
20 °C und 15 min Kontaktzeit bestimmt. Der dekadische Logarithmus der Keimzahl- 
reduktion war 4,3. 

Beispiel 3 

Es wurde eine Desinfektionsmittelformulierung (Konzentrat) hergestellt aus: 
4,2% iV^-Bis(3-aminopropyl)dodecylainin 

2,0% Didecyl-methyl-poly(oxyethyl)ammonimnpropionat (BARDAP 26) 
4,0% Monoethanolamin 

2,0% Genapol® T250 (Talgfettalkoholpolyglycolether, 25 mol Ethylenoxid) 
5,0% Hostapur® SAS 30 (C13-17 sekundare n-Alkansulfonsaure, Natriumsalz) 
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2,0% Ethylendiaiiiintetraessigsaiire-Teti^atrixims^ (40%ige Losung) 
0,7% Ethylendiamintetraessigsaure 
4,0% Butyldiglycol 

Wasseradl00% 

5 

Die Wirksamkeit wurde mit einer Verdunnung (1 Teil Konzentrat, 199 Teile Wasser) bei 
20 °C und 15 min Kontaktzeit bestimmt Der dekadische Logarithmus der Keimzahl- 
reduktion war >4,4. 

Zusatzlich wurde die Wirksamkeit noch nach dem in CEN 1650 spezifizierten Verfahren 
10 bei einer Kontaktzeit von 15 min, einer Konzentration von 1,0%, einer Wasserharte von 
30 °fH und einer organischen Belastung von 0,3% Albumin bestimmt. Der dekadische 
Logarithmus der Keimzahlreduktion war >4,4. 



15 Beispiele 4-19 

Es wurden wassrige Losungen aus 0,5% Alkanolamin (H) und 0,25% Amin bzw. quartares 
Ammoniumsalz (Ia/Ib) hergestellt imd nach dem in CEN 1275 spezifizierten Verfahren 
gestestet. Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle 1 zusammengefasst. 



20 
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Tabelle 1 



Beispiel Nr. 


Amin/Ammoniumsalz 


Alkanolamin 


logio Keimreduktion 


4 


Dimethyl-dioctyl- 
ammoniumchlorid 


Monoethanolamin 


4,3 


5 


dto. 


Diethanolamin 


4,0 


6 


dto. 


Triethanolamin 


3,6 


7 


dto. 


3-Amino- 1 -propanol 


4,2 


8 


Didecyl-dimethyl- 
ammoniumchlorid 


Monoethanolamin 


4,0 


9 


dto. 


Diethanolamin 


3,8 


10 


dto. 


Triethanolamin 


3,1 


11 


dto. 


3 - Amino- 1 -propanol 


4,0 


12 


Di-C8-io-alkyldimethyl- 
ammoniumchlorid (60%) / 

C 1 2-1 6-Alkyl-benzyl-di- 
methylammoniumchlorid 

(40%); Bardac® 205-M 


Monoethanolamin 


3,9 


13 


dto. 


Diethanolamin 


3,2 


14 


dto. 


Triethanolamin 


2,8 


15 


dto. 


3-Amino-l-propanol 


3,8 


16 


NyN-Bis(3 -aminopropyl)- 
dodecylamin 


Monoethanolamin 


2,9 


17 


dto. 


Diethanolamin 


2,7 


18 


dto. 


Triethanolamin 


2,4 


19 


dto. 


3 -Amino- 1 -propanol 


2,8 



5 



Zum Vergleich wurden alle in Tabelle 1 aufgefiihrten Verbindungen als Einzelsubstanzen 
in 0,5%iger Losung getestet. Keine dieser Verbindungen wies eine ausgepragte fimgizide 
Wirkung anf (logio Keimreduktion <2). 
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Beispiel 20 

Es wurde eine D esinf ektionsmittelformulierung (Konzentrat) hergestellt aus: 

9,9% Didecyl-dimethylammoniumchlorid (70%ige Losung) 
8,0% Monoethanolamin 

5,0% Genapol® T250 (Talgfettalkoholpolyglycolether, 25 mol Ethylenoxid) 
5,0% Kaliumcarbonat (wasserfrei) 

6,0% Ethylendiamintetraessigsaure-Tetranatriumsalz (Trilon® B; 40%ige Losung) 
Wasser ad 100% 

Beispiel 21 

Das in Beispiel 20 beschriebene Konzentrat wurde in 6%iger Verdiinnung m 
Suspensionsversuch mit einer Einwirkzeit von 30, 60 und 120 Minuten auf Wirksamkeit 
gegen Poliovirus Typ 1 (Stamm Mahoney) gepruft 

Testmethode: 

Die Priifung erfolgte in Anlehnung an die „Richtlinie des Bundesgesundheitsamtes und der 
Deutschen Vereinigung zur Bekampfung der Viruskrankheiten zur Priifung von 
chemischen Desinfektionsmitteln auf Wirksamkeit gegen Viren" (Bundesgesundheitsbl 
1982, 25, 397). Als Wachstumsmedium zur Vermehrung der Vero-Zellkulturen diente 
„Dulbecco's Modified Eagle's Medium", dem 10% fetales KSlberserum und 10 U/ml 
Penicillin sowie 10 |ig/ml Streptomycin zugegeben war. Nach Inokulation der Gewebe- 
kultur mit Polio- Virus enthielt das Gewebekulturmedium nur noch 3% fetales Kalber- 
serum. Nach fast vollstandiger Ablosung Polio-infizierter Zellen wurde die Virussus- 
pension durch Abzentrifugieren von Zellen und Zellbestandteilen (3000xg, 15 min) 
gereinigt. Da das Medium der Zellkultur 3% fetales Kalberserum enthielt, war auch bei der 
Desinfektionsmittelpriifung auch in den Testansatzen mit bidestilliertem Wasser eine 
geringe Eiweissbelastung vorhanden. 

Zur Desmfektionsmittelprilfung wurde 1 Teil der Virussuspension mit 8 Teilen einer 
7,5%igen Verdiinnung des Desinfektionsmittelkonzentrats (entsprechend einer End- 
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konzentration von 6%) und jeweils 1 Teil Aqua bidest. oder 2%igem Serumalbumin oder 
fetalem Kalberserum gemischt und fur 30, 60 und 120 min bei 20 °C inkubiert. Dann 
wurde die Wirkung des Desinfektionsmittels durch lOOfache Verdiinnung mit kaltem 
Medium, das kein fetales Kalberserum enthielt, gestoppt. Mit jeweils 1 ml dieser 

5 Verdiinnung (entsprechend einer Verdiinnung der Virussuspension auf 10~ 3 ) und weiteren 
dekadischen Verdunnungsstufen wurden jeweils 2 Schalchen von Multiwellplatten mit 6 
Vertiefungen (Becton Dickinson Labware, Lincoln Park, NJ, Typ Falcon™ 353046), die 
einen dichten Zellrasen von Vero-Zellen enthielten, inokuliert. Nach 1 h Adsorptionszeit 
bei Raumtemperatur wurde die uberstehende Flussigkeit abgesaugt. Dann wurde der 

10 Zellrasen der Schalchen mit 2 ml 2%iger, durch Kochen verflussigter Agarose (Serva high 
EEO, Kat.-Nr. 11397), die mit doppelt konzentriertem Medium mit 5%igem fetalem 
Kalberserum im Verhaltnis 1 : 1 gemischt und im Wasserbad auf 40 °C abgekuhlt worden 
war, uberschichtet. Nach Erstarren der Agarose bei Raumtemperatur wurden die Platten 
bei 37 °C im CC>2-Brutschrank fur 2 Tage inkubiert. 

15 Die Prufung der Infektiositat der Virussuspension erfolgte im Plaque-Test. Dabei ent- 

spricht jedes Areal an zerstorten Zellen einer infektiosen Einheit des Poliovirus. Die Zahl 
der Plaques zeigt somit die Zahl der in einer bestimmten Verdiinnung des Versuchsan- 
satzes vorhandenen infektiosen Viruspartikel an. Die Plaques werden durch Anfarbung mit 
jeweils 1,0 ml einer Losung von 0,1% Brilliant Blue R (Sigma, Kat.-Nr. B0 149) in einer 

20 wassrigen Losung mit 20% Methanol und 5% Essigsaure fur 30 min sichtbar gemacht. Die 
ungefarbten Plaques heben sich anschliessend vom blau gefarbten Zellrasen deutlich ab. 
Aus jeweils zwei Ansatzen einer Verdiinnung wurde ein Mittelwert der Plaquezahl 
errechnet. 

Als „Viruskontrollen", in denen die Ausgangskonzentration des Virus bestimmt wurde, 
25 dienten Ansatze, in denen das Desinfektionsmittel durch das gleiche Volumen bidestillier- 
tes Wasser ersetzt war. Die so ermittelte Viruskonzentration diente als Referenzwert fur 
die Berechnung der virusinaktivierenden Wirkung der getesteten Desinfektionsmittel. 
Als „Toxizitatskontrollen" zum Nachweis einer eventuellen Schadigung der Gewebe- 
kulturzellen durch das Desinfektionsmittel dienten Ansatze, in denen die Virussuspension 
30 durch das gleiche Volumen bidestilliertes Wasser ersetzt war. Diese Ansatze wurden im 
Verhaltnis 1:100 und 1:1000 (entsprechend einer Verdiinnung der Virussuspension von 
10" J bzw. 10"* im Desinfektionsmittel-Testansatz) mit Medium ohne fetales Kalberserum 
verdtinnt. Dann wurden sie wie die Ansatze zum Test der Desinfektionswirkung fur 1 h der 
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Gewebekultur zugegeben und dann abgezogen. Nach 2 Tagen Inkubation bei 37 °C wurde 
durch Anfarbung gepruft, ob der Zellrasen durch das Desinfektionsmittel geschadigt 
worden war. 

Als Hinweis auf die Resistenz des Priifvirus und zur Vergleichbarkeit mit anderen Unter- 
suchungen wurde eine „Formaldehydkontrolle" mitgefuhrt. Dazu wurde 1 Teil der Virus- 
suspension mit 4 Teilen phosphatgepufferter Kochsalzlosung (0,1 M; pH 7; , JDulbecco's 
PBS") gemischt und die gleiche Menge einer 1,4 g Formaldehyd in 100 ml Losung enthal- 
tenden Formalinlosung (Endkonzentration: 0,7 g HCHO/100 ml) zugegeben. Nach 5, 15 
und 60 min Einwirkzeit wurde die Wirksamkeit des Formaldehyds wie beim Desin- 
fektionsmitteltest durch eine Verdunnung auf 1 : 100 gestoppt und die verbliebene In- 
fektiositat des PoUovirus in weiteren dekadischen Verdiinnungen im Plaque-Test bestimmt. 

Ergebnisse: 
Kontrollexperimente: 

Die ,,Viruskontrolle" ergab im Ansatz mit bidestilliertem Wasser eine Viruskonzentration 

O Q 

von 1,6-10 infektiosen Einheiten/ml, im Ansatz mit Serumalbumin 1,2-10 infektiosen 
Einheiten/ml und im Ansatz mit fetalem Kalberserum 1,0- 10 8 infektidsen Einheiten/ml. 
Die „Toxizitatskontrolle" zeigte nach der Verdunnung des Prufansatzes auf 1:100 (ent- 
sprechend einer Verdunnung der Virussuspension von 1(T 3 ) eine leichte Schadigung des 
Zellrasens. Bei einer Verdunnung von 1:1000 war keine Toxizitat mehr erkennbar. Somit 
kann unter den Testbedingungen eine Abnahme der Viruskonzentration unter Desinfek- 
tionsmitteleinwirkimg bis zu einer Viruskonzentration von 5-10 3 infektiose Einheiten/ml in 
der Virussuspension (in beiden Schalchen der Verdiinnung 10" 4 ist dann kein Plaque mehr 
sichtbar) verfolgt werden und bei einer Ausgangskonzentration von mindestens 10 8 
infektiosen Viruspartikeln/ml ist eine Abnahme der Viruskonzentration tiber mindestens 
4,5 Zehnerpotenzen beobachtbar. Da die Prilfirichtlinie zum Nachweis der Wirksamkeit 
eines Desinfektionsmittels nur eine Abnahme der Viruskonzentration urn wenigstens 4 
Zehnerpotenzen verlangt, ist die Erfiillung dieser Bedingung mit dem gewahlten Versuchs- 
ansatz uberprufbar. 

Im Ansatz mit 0,7%igem Formaldehyd wurde nach 5 min Einwirkzeit eine Viruskonzen- 
tration von l,05*10 6 /ml, nach 15 min l-10 3 /ml und nach 60 min <5-10 2 /ml gemesseiL Dies 
sind erwartete Werte, die die Resultate fruherer Versuche bestatigen: 0,7%iges Formalin 
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ist normalerweise in der Lage, die Konzentration von Poliovirus innerhalb von 30 min um 
mehr als 4 Zehnerpotenzen zu reduzieren. 

Wirksamkeit der Desinfektionsmittel gegen Poliovirus: 

5 Nach 30, 60 und 120 min Einwirkung von 6%iger Verdunnung der Desinfektionsmittelzu- 
sammensetzung aus Beispiel 20 wurde im Ansatz mit fetalem Kalberserum bei der Virus- 
verdunnung IQT 4 jeweils in beiden Testschalchen kein Plaque mehr beobachtet. Somit ist 
nach der Desinfektionsmittelbehandlung eine Viruskonzentration von <5-10 3 infektiose 
Einheiten/ml vorhanden. Dieses Ergebnis wurde sowohl bei geringer (Ansatz mit Aqua 

10 bidest.) als auch mittlerer (Ansatz mit 2%igem Serumalbumin) und hoher (Ansatz mit 
fetalem Kalberserum) Eiweissbelastung gefunden. Es war damit im Vergleich zur 
Kontrollbestimmung ohne Desinfektionsmittel zu einer Abnahme der Viruskonzentration 
um mindestens 4,5 logio-Stufen bzw. Zehnerpotenzen gekommen. 
Damit ist die Wirksamkeitsvoraussetzung fur die Registrierung als Instrumenten- 

15 desinfektionsmittel in der Bundesrepublik Deutschland erfullt. 

Beispiel 22 

20 Wirksamkeit gegen ECBO-Viren: 

Das in Beispiel 20 beschriebene Konzentrat wurde in Anlehnung an die Richtlinie des 
(deutschen) Bundesgesundheitsamtes und der Deutschen Vereinigung zur BekMmpfimg der 
Viruskrankheiten e.V. zur Priifung von chemischen Desinfektionsmitteln auf Wirksamkeit 
gegen Viren (Bundesgesundheitsbl. 1982, 25, 397—398; Kommentar: Bundesgesundheitsbl 

25 1983, 26, 413-414) im quantitativen Suspensionsversuch auf seine viruziden Eigen- 
schaften gegenuber dem ECBO- Virus Stamm LCR-4 getestet. Untersucht wurden 
Verdunnungen von 1,0%, 3,0% und 5,0% des Konzentrats in bidestilliertem Wasser bei 
Einwirkzeiten von 15, 30, 60 und 120 min. 

Die Priiftemperatur betrug 20±1 °C, als Eiweissbelastung wurde fetales Kalberserum 
30 (FKS) oder Serumalbumin (bovine serum albumin, BSA) verwendet. 

Zur Herstellung der Virussuspension wurden fetale Kalberlungenzellen (FKL 107) in 
Roux-Flaschen mit Minimum Essential Medium (MEM, Eagle) mit ca. 10 PBE (Plaque 
bildende Einheiten) des Virus (erhalten von Dr. W. Herbst, Institut fur Hygiene und 
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Infektionskrankheiten der Tiere an der Justus-Liebig-Universitat in Giessen) pro Zelle 
infiziert und nach Erscheinen des cytopathischen Effekts (ca. 12 h) einem dreifachen 
Einfrier-/Auftauvorgang unterworfen. Es folgte eine Zentrifugation bei 770 x g fur 10 min, 
welche die Virussuspension als Uberstand iieferte. 

5 Zur Herstellung der Inaktivierungsansatze wurden 8 Volumenteile des Desinfektions- 
mittels in der l,25fachen gewiinschten Konzentration mit Virussuspension und bidestil- 
liertem Wasser (je 1 Volumenteil) vennischt. Bei den Versuchen mit Eiweissbelastung 
wurde anstelle des bidestillierten Wassers ein Volumenteil FKS (Flow Laboratories) bzw. 
2%ige BSA-L6sung (Behringwerke AG) verwendet. 

10 Die Durchfuhrung der Inaktivierungsversuche erfolgte in geschlossenen Glasrohrchen. 
Nach den entsprechenden Zeiten wurde Proben entnommen, um die Restinfektiositat zu 
bestimmen. 

Die Bestimmung der Infektiositat erfolgte mit Hilfe der Endverdxinnungstitration im 
Mikroverfahren. Dazu wurden die Proben unmittelbar nach ihrer Entnahme mit Minimum 

15 Essential Medium (MEM) verdunnt, wobei als Verdunnungsfaktoren ganzzahlige Potenzen 
von 10 gewahlt wurden. Jeweils 100 \il einer verdunnten Probe wurden in 8 Napfe einer 
sterilen Polystyrolplatte mit flachem Boden ubergefuhrt. Dann wurden jeweils 100 \xl einer 
firisch trypsinierten Suspension von KOP-R-Zellen (Osopharynxgewebe vom Rind, erhal- 
ten von Dr. R. Riebe, Bimdesforschungsanstalt fUr Viruskrankheiten der Tiere auf der Insel 

20 Riems, Katalog-Nr. RIE 244) zugegeben. Diese Suspension war so eingestellt, dass sich in 
jedem Napf ca. 10-15 x 10 3 Zellen befanden. Danach wurden die Proben bei 37 °C im 
C0 2 -Brutschrank (5 Vol% C0 2 ) inkubiert. Nach 5 bis 7 Tagen wurde nach der Methode 
von Spearmann-Karber die infektiose Dosis (IDso/ml) bestimmt. 

Die Beurteilung der viruziden Wirkung erfolgte durch Berechnung des Titerabfalls gegen- 
25 fiber den jeweils parallel (nach der langsten Einwirkzeit) durchgefuhrten Kontroll- 
titrationen. Die DifFerenz wurde als Alogio ID 5 o angegeben. 

Fur die Bestimmung der Cytotoxizitat des Desinfektionsmittels wurden 2 Volumenteile 
PBS (phosphate buffered saline) mit 8 Volumenteilen der Desinfektionsmittel-Verdunnung 
(l,25fache Konzentration) gemischt, entsprechend verdunnt vmd auf die Zellkulturen 
30 gebracht. Die Angabe der cytotoxischen Dosis erfolgte als logio CDso/ml (in Analogie zum 
IDso-Wert). 

Die Ergebnisse der Inaktivierungsversuche sind in der folgenden Tabelle 2 zusammen- 
gefasst, diejenigen der Cytotoxizitatsbestimmung in Tabelle 3. 
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Tabelle 2 



Konzentration 


Virusgehalt 
(Kontrolle) 
(logio n) 5 o/ml) 


Eiweiss- 
belastung 


Abnahme des Infektionstiters 

(AlogioIDso) 
nach 


15 min 


30 min 


60 min 


120 min 


1,0% 


6,85 


— 


1,25 


1,25 


1,64 


n.d. 


1,0% 


7,05 


0,2% BSA 


1,00 


1,25 


1,34 


n.d. 


1,0% 


7,15 


10,0% FKS 


1,00 


1,15 


1,25 


n.d. 


3,0% 


7,65 





>4,15 


>4,15 


>4,15 


>4,15 


3,0% 


7,75 


0,2% BSA 


3,45 


>4,25 


>4,25 


>4,25 


3,0% 


7,65 


10,0% FKS 


2,17 


3,45 


>4,15 


>4,15 


5,0% 


7,65 




>4,15 


>4,15 


>4,15 


>4,15 


5,0% 


7,75 


0,2% BSA 


4,05 


>4,25 


>4,25 


>4,25 


5,0% 


7,65 


10,0% FKS 


3,15 


>4,15 


>4,15 


>4,15 



n.d. = nicht durchgefuhrt 



Tabelle 3 



Konzentration 


Verdiinnungsstufe 


10" 


10 - * 


10" J 


lO" 4 


10 -3 


1,0% 


+ 










3,0% 


+ 


+ 








5,0% 


+ 


+ 









Die Ergebnisse zeigen, dass die getestete Zusammensetzung (Konzentrat) bei einer 
Anwendungskonzentration von 3,0% nach 60 min Einwirkzeit und bei 5,0% nach 30 min 
die in der Richtlinie definierte Wirksamkeit (AlogioIDso > 4,0; entsprechend einer 
Inaktivierung von >99,99%) gegen ECBO-Viren aufweist. 



10 



WO 03/059062 




CT/EP03/00378 



Beispiel 23 

Wirksamkeit gegen Canine Parvovirus: 

Verdunnungen des in Beispiel 20 beschriebenen Konzentrats wurden auf ihre Wirksamkeit < 
5 gegen Canine Parvovirus Typ 2 (bezogen von Dr. Parrish, Cornell University) in NLFK- 
Zellen (Norden Lab Feline Kidney) bei 22 °C und 10 min Einwirkzeit getestet. 
Verdunnungen im Verhaltnis 1:35 in entsalztem oder hartem (400 ppm AO AC hard water) 
Wasser mit 5% organischer Belastung (fetales Kalberserum) zeigten hinreichende viruzide 
Wirksamkeit. 
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R— N 



\ 



(CH 2 ) 3 NH 2 



(ch^nh. 



(la) oder 




(lb), 



worinR C6-i8-Alkyl, 

R 2 Benzyl oder C6-i8-Alkyl, 

R 3 d-is-Alkyl oder -[(CH 2 )r-0]„R 6 mit n = 1-20, 

R 4 und R 5 unabhangig voneinander Ci_4-Alkyl, 

R 6 Wasserstoff oder gegebenenfalls substituiertes Phenyl 



und A" ein einwertiges Anion oder ein Aquivalent eines mehrwertigen Anions 
einer anorganischen oder organischen Saure bedeutet; und 
b) wenigstens ein Alkanolamin der allgemeinen Formel 



worin n und, soweit vorhanden, m und o unabhangig voneinander den Wert 2 oder 3 
und x und y unabhangig voneinander den Wert 0 oder 1 haben, oder ein ent- 
sprechendes Salz; 

im Massenverhaltnis 1:11 von 20:1 bis 1:20 

als viruzides Mittel. 

2. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass das Amin bzw. quartare 
Ammoniumsalz ausgewShlt ist aus der Gruppe bestehend aus //^V-Bis-(3-amino- 
propyl)dodecylamin, i\^-Bis(3-an^opropyl)octylanun, Didecyl-dimethylammonium- 
salzen, Dioctyl-dimethylainmoniumsalzen, Octyl-decyl-dimethylainmoniumsalzen, 




HO-CCH^-N 



[(C^O^H 
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Kokosalkyl-dimethyl-benzylammoniumsalzen und Benzyl-dimethyl-oxethyl- 
ammoniumsalzen sowie Gemischen dieser Verbindungen. 

3. Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass das Alkanolamin 
5 (IT) ausgewahlt ist aus der Grappe bestehend aus Monoethanolamin, Diethanolamin, 

Triethanolamin und 3 -Amino- 1 -propanol. 

4. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Massenverhaltnis 1:11 zwischen 1:5 und 5:1 liegt. 

10 

5. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Desinfektionsmittelzusammensetzung Wasser als Losungsmittel enthalt. 

6. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass die 

15 Desinfektionsimttelzusammensetzung zusatzlich einen oder mehrere Hilfsstoffe aus der 

Gruppe bestehend aus organischen Losungsmitteln, Tensiden, Komplexbildnern, 
Duftstoffen und Farbstoffen enthalt. 

7. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 6 in der Flachen- und Instrumenten- 
20 desinfektion. 

8. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 6 in der Waschedesinfektion. 

9. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 6 in der Handedesinfektion. 

25 

10. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 6 in chemischen Toiletten. 

11. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 10 gegen Parvo- oder Picornaviren, 
insbesondere gegen Polioviren. 



